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Fig．4．　Concentration－response　curves　fbr　noradrenaline
　　　　（NA）’induced　contractions　in　endothelium－denllded
　　　　strips　of　cultured　aortas．　Aortas　f後om　age－matched
　　　　controls（A）and　untreated　diabetic（B）rats　were　cul－
　　　　tured　in　serum－f士ee　medium　or　in　the　presence　of　in－
　　　　sulin（500ng　mL’1）or　IGF－1（20ng　mL’1，0r　50ng　mL・1）
　　　　fbr　16　hr．　Ordinate　shows　the　increase　in　tension（ex－
　　　　pressed　in　mg　tension　Ing　tissue’1）measured　at　the
　　　　peak　of　the　response．　Each　data－point　represents　the
　　　　mean±SEM　of　6～8　experiments；the　SEM　is　in－
　　　　cluded　only　when　it　exceeds　the　dimension　of　the
　　　　symbol　used．＊P＜0．05，＊＊P＜0．01，＊＊＊P＜0．001diabetic
　　　　ao枕as　cultured　with　insulin　vs．　diabetic　aortas　in　se－
　　　　rum一丘ee　medium．↑P＜0．05，††P＜0．01，†↑‘P＜0．001
　　　　diabetic　aortas　cultured　with　IGF－1　vs．　diabetic　aor－
　　　　tas　in　serum－fTee　medium，＃＃P＜0．01，＃＃＃P＜0．001　con－
　　　　trol　aortas　cultured　with　50　ng　mL’11GF－1　vs．　control
　　　　aortas　in　serum－f㌃ee　medium．
ンの作用の感受性が増加している事を示している。更に
この発現は、インスリンを慢性投与した糖尿病群におい
ても改善しない（Fig．5）。これらの結果から、糖尿病
状態、つまりインスリン欠乏や逆に高インスリン血症状
態は、血管におけるIGF－1受容体の増加、　IGFBPsの低
下を生じる。そしてこれが、インスリン投与における血
管収縮の増加、血圧の増加を生じる原因であるかもしれ
ない（Kobayashi　et　al．，2003）。以上の実験から、’IGF－
1受容体の拮抗薬の開発によって、抗高血圧、抗動脈硬
化作用のある薬を開発する事が出来るかもしれないが、
上述したように、インスリン受容体と共通する部分が多
く、選択的拮抗薬の開発は困難を極める。
3．糖尿病性内皮機能不全とNO産生におけるインス
　　リン慢性処置の影響
　血管内皮細胞は，多彩な生理機能を有し，血管の機能
構造を調節している。内皮細胞からの分泌物として最も
有名なのが、内皮細胞由来弛緩因子（endothelium　de一
A　　べが
ぷび竃一一
134kDa一
82kDa一
B
025
0．2
??????????
　
　??????
??＝⊆
⊃?」?」↑??」?
0．05
0
? ㌫♪
lGF－1　receptor
32kDa一
　　　　　　ベベ
ぷノ寮
32kDa一三
1
　　　
㏄
?????」?
0
瓢：4
瓢：5
IGFBP－4
Fig．5．　Immunoblo七s　showing　protein　expressions　fbr　IGF－1
　　　　receptor（95　kDa），　IGFBP－4（34　kDa）and　IGFBP－5
　　　　（36kDa）in　control，　diabetic，　insulin－treated　control，
　　　　and　insulin－treated　diabetic　rat　aortas．（A）Expres－
　　　 sions　assayed　by　westem　blotting．（B）Quantitative
　　　　analy is　of　expressions　by　scanning　densitometry．
　　　Control　rats（η＝4，0pen　column）；STZ－induced　dia－
　　　　betic　rats（η＝4，　closed　column）；insulin－treated　con－
　　　　trol　rats（π＝4，　hatched　column）；msulin－treated　dia－
　　　　betic　ra七s（π＝4，　stippled　column）．　Values　are　each
　　　　the　mean（±SEM　of　4　determinations．＊P＜0．05，
　　　　＊＊P＜0．01，vs．　controL　＼’P＜0．01，　insulin－treated　dia－
　　　　betic　vs．　diabetic．＃＃P＜0．01，口＃P＜0．001，　insulin－
　　　　treated　diabetic　vs．　insulin－treated　control．
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rived　relaxing　f5ctor；EDRF）つまり、NOを代表と
する弛緩因子であり、糖尿病時においては、この内皮依
存性の弛緩反応の減弱とNOの賦活化の進行が生じてい
る事が、多くの研究によって明らかにされつつある。こ
れらの内皮機能の減弱は、糖尿病初期からの長期間のイ
ンスリン投与や、4週間の長期間のインスリン投与によっ
て改善することから、グルコースを中心とする代謝異常
B
　2
????????????????????????，
エO
巳
く?????
0
A
eNOS
GAPDH
Control　　　Diabetic　　　Control　　　Diabetic
　　　　　　　　　＋insulin　　　　＋insu匪n
Fig．6．　RT－PCR　assay　of　expression　of　the　mRNA　fbr　endo－
　　　thelial　NO　synthase　in　aortas仕om　control，皿treated
　　　diabetic，　and　short－term，　high－dose　insulin－treated
　　　rats．（A）Expression　of　the　mRNA　fbr　eNOS　assayed
　　　by　RT－PCR　（B）Quantitative　analysis　of　expression
　　　of　the　mRNA　fbr　eNOS（by　scanning　densitometry）．
　　　Control　rats（η＝6，0pen　column）；STZ－induced　dia－
　　　betic　rats（η＝6，　closed　column）；insulin－treated　con－
　　　trol　rats（π＝6，　stippled　column）；insulm－treated　dia－
　　　betic　rats（η＝6，　hatched　column）．　Values　are　mean±
　　　S．E．　of　six　determinations（eNOS／GAPDH）．††
　　　P＜0．01，insulin－treated　diabetic　vs．　diabetic．＃P＜0．05，
　　　insulin－treated　diabetic　vs．　insulin－treated　control．
が関与している事は確かである。しかし、近年の培養実
験によって、インスリンには、NOの産生促進作用、　NO
合成酵素（NOS）発現の増加作用があることが明らかに
された（Kuboki　et　al．，2000）。これら培養実験を元に
考えると、インスリン不足から生じる糖尿病時における
内皮機能の改善には、長期間のインスリン投与を必要と
しないとする仮説が立つ。そこで私は、糖尿病状態から
短期間インスリンの投与による内皮機能の改善と、
NOS発現、　NO代謝機序を検討した。動物には、糖尿病
ラット作製後、10週間経過したラットに、1週間インス
リンを投与した。この短期間のインスリン投与によって、
糖尿病時における内皮機能は劇的に改善した。更に、
NOS発現、　NO産生は、糖尿病群、正常動物で比較した
場合には変化が認められなかったが、インスリン投与に
よって、過剰なNOS発現、　NO産生を生じる事も示され
た（Fig．6）。また、本実験において、糖尿病時には、
内皮細胞から産生するNOの代謝産物の比較を行ってい
る。産生されたNOは自然酸化によっては、　NOこを生じ
るが、活性酸素の存在下においては、NOrを生じるこ
とが報告されている（Ignarro　et　al．，1993）。本実験に
おいて、糖尿病時においては、NO逐の低下、　NOrの増
加が観察された。更に、NBT還元法を用いた実験にお
いて、活性酸素であるスーパーオキサイドアニオン量
は、糖尿病群において増加が認められた（Table．2）。
本研究において糖尿病血管において、実際にNO代謝
の異常を始めて示した（Fig．7）。これらの実験結果か
ら、糖尿病時における内皮機能の改善は、短期間のイン
スリン投与によっても改善する。この機序として、NO
代謝の改善、NO産生の増加、　NOS発現の増加が関与し
ていることを示した（Kobayashi＆1（amata，2001）。
しかし、この改善機序が問題である。つまり、インスリ
ン投与によって、正常動物よりNO産生、　NOS発現が過
剰に増加していることである。ヒト2型糖尿病状態の特
に初期においては高インスリン状態を生じ、その結果、
血流の増加や、内皮機能の過剰な充進が観察される事が
知られている。事実我々も、自然発症2型糖尿病動物を
用いた実験において、初期の高インスリン状態が、
Table　2　Quantification　of　superoxide　anion　production　by　measurement　of　amount　of　NBT　reduced　in　age－matched　controls，
　　　STZ－diabetic　and　insulin－treated　STZ’diabetic　rats．
　Reduced　NBT
（pmol『l　min．1　mg『1） Control（10） diabetic（10）
insulin＿treated
diabetic（6）
basal
ACh－stimulate
ACh－stimulate
＋LNOARG
21．5±1．1
18．6土0．6
17．7±1．5
33．1±1。2＊＊＊
269±1．2＊＊†
36．4±2．8＊＊＊¶1¶
19．5±α7＃＃＃
19．2±1．1＃＃
20．4±1．1＃＃＃
Number　of　determinations　is　shown　in　parenthesis．＊＊＊pく0．001vs．　control．
†p＜0．05，vs，　basal．¶¶¶p＜0．01　vs．　ACh－stimulate＋NG－nitro－L－arginine（L－NOARG：10’4M）．＃＃＃p＜0．001vs．　diabetic
15
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Fig．7．　ACh（10．7）－stimulated　release　of　Nα，Nαand　NOx
　　　as　measured　in　the　perfhsate　f士om　aortic　strips．
　　　Each　column　represents　the　mean±s．e．　of　6～8　ex－
　　　periments．＊P＜0．05　diabetic　vs．　control，‥P＜0．001，
　　　］P＜0．051nsulin－treated　diabetic　vs．　diabetic．
NOS発現、　NO産生の過剰な増加を生じた後に、これら
の作用が減弱に移行する事を示している（Kobayashi　et
aL，2004）。この様な高インスリン血症状態における内
皮機能の充進は、その後どの様な生理作用を示すのか、
つまり、血管障害性に進むのか、そのまま持続して予防
効果として作用するのか、非常に興味深い。
4．インスリン慢性投与における内皮機能の改善とVE
　GFの関与
　現在までに、血管に作用すると考えられる成長因子と
して、IGF，血管内皮細胞成長因子（VEGF），肝細胞成
長因子（HGF），線維芽細胞成長因子（FGF）などが考
えられ、細胞増殖を中心に様々な報告がある。近年、こ
れら成長因子による血管新生が閉塞性動脈硬化に有効で
あることが示されている。また、それぞれの成長因子に
よる作用は、お互いの成長因子によるオートクラインルー
プが必要とされ、このオートクラインループによって、
生理作用が異なる。実際、IGF－1は、　VEGFを誘導する
（Milele　et　aL，2000）。逆に、　VEGFによる網膜血管新
生において、IGF－1受容体が重要であることが報告され
ている（Smith　et　aL，1999）。　VEGFはこの様な性質か
ら、近年、糖尿病性網膜症を誘発する原因物質の一つで
は無いかと報告されている（Smith　et　al．，1999）。先
の実験において、インスリンの短期間の慢性投与が、
NOS発現、　NO産生を正常動物よりも過剰に増加して
いることが示された（Fig．6）。そこで、この過剰な内
皮機能の元進には、何らかの血管成長因子が関与してい
ると考え、先に動物におけるVEGF，　IGF－1　mRNAの
発現の比較を行った。すると、インスリンを処置した糖
尿病血管において、VEGFの発現増加が観察された
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Fig．8．　RT－PCR　assay　of　expressions　of　the　mRNAs　fbr　insu－
　　　lin－like　growth　factor－1（IGF－1）and　vascular　endo－
　　　thelial　growth　factor（VEGF）in　aortas仕om　control，
　　　untreated　diabe七ic，　and　short－term，　high－dose　insu－
　　　lin－treated　rats．（A）Expressions　of　the　mRNAs　fbr
　　　IGF－1　and　VEGF　assayed　by　RT－PCR．（B）Quantita－
　　　tive　analysis　of　expression　of　the　mRNA　fbr　IGF－1（by
　　　scanning　densitomet】写）．（C）Quan七itative　allalysis　of
　　　expression　of　the　mRNA　fbr　VEGF（by　scanning
　　　densitometry）．　Control　rats（n＝6，0pen　column）；STZ－
　　　induced　diabetic　rats（n＝6，　closed　column）；illsulin－
　　　treated　control　rats（n＝6，　stippled　column）；insulin－
　　　treated　diabetic　ra七s（n＝6，　hatched　column）．†††
　　　P＜0．001，　insulin－treated　diabetic　vs．　diabetic．
　　　＃P＜0．05，insulin－treated　diabetic　vs．　insulm・treated
　　　control．
（Fig．8）。　VEGFは血管内皮細胞に特に強く作用し、
NOS発現やNO合成の増加に関与していることが報告さ
れている。よって、短期インスリン投与による内皮機能
改善効果には、VEGFの発現増加が関与しているのか
もしれない。また、正常動物へのインスリン投与では、
発現増加は観察されない。この違いについては明らかで
はないが、IGF－1受容体の刺激は、　VEGFの発現を増加
する事が知られているので、血管平滑筋におけるインス
リンの作用と同様に、糖尿病時におけるIGF－1受容体の
増加がVEGF過剰発現に関与しているのかもしれない
（Kobayashi＆Kamata，2002）。しかし、このインス
リン処置によるVEGFの増加による内皮機能改善効果
は、更に私を困惑させた。つまりVEGFやIGF－1の増加
一 16
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は，内皮細胞の増殖に関与する一方、詳細な機序は明ら
かではないが、動脈硬化の初期における悪化の進行に関
与していることが示されている（Inoue　e‘αZ．，1998）。
この糖尿病時における内皮機能や、インスリン処置によ
る成長因子の関与については、更なる研究を必要とする。
5．2型糖尿病と血管内皮機能におけるインスリン抵抗
　について
　糖尿病時における血管障害は、複合的なリスクファク
ターからなり、2型糖尿病時におけるインスリン抵抗
もその一つである。しかし、インスリン抵抗と動脈硬化
や血管内皮機能不全を直接結びつけた実験データを示す
事は難しいとされている。一般的に、インスリン抵抗性
の多くは受容体以降の異常に起因すると考えられており、
受容体チロシンキナーゼの主要基質である、インスリン
受容体基質（IRS）は、その有力な候補である。以前、
遺伝子欠損マウスを用いた実験において、インスリン受
容体以降のシグナルであるIRS－1遺伝子の欠損は、代謝
異常とインスリン抵抗を示した（Abe　et　al．，1998）。
更に、IRS－2遺伝子欠損マウスにおいては、インスリン
抵抗を示し、更に2型糖尿病状態に似た症状を示した
（Kubota　et　al．，2000）。これら動物を用いて我々は、
遺伝子欠損マウスによるインスリン抵抗と血管内皮機能
を測定した。その結果、IRS－1、　IRS－2欠損マウス共に、
血管内皮機能の減弱を示した。更に、この機能の減弱は、
IRS－2の欠損マウスにおいて強く観察された（Fig．9）。
この事は、インスリンーシグナルの伝達不足、つまりイ
ンスリン抵抗が血管内皮機能を減弱する事を直接示した
事を意味する。興味深いことに、この欠損マウスにおい
て、内皮機能が減弱する週齢は、20週齢以降に限られ、
同動物における8週齢のマウスにおいては、弛緩反応の
減弱は生じない。つまり、インスリン抵抗を生じた後で、
血管内皮機能の減弱が起きることを示している
（Kubota　et　al．，2003）。そこで更に、自然発症のイン
スリン抵抗、2型糖尿病状態を示す、Goto－Kakizaki
（GK）ラットを用いて、血管反応性の経時的変化の検討
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Fig．9．　Vascular　reactivity　in　the　aortic　st㎡p．　Relaxation　response　to　ACh（1eft）and　SNP（nght）is　expressed　as　a　percentage
　　　of　decreased　tension　of　contractile　fbrce　hlduced　by　10与to　3x10㊨moVL　PGF2．　Relaxation　by　ACh　did　not　difモbr　signifi－
　　　cantly　among疏S－1≠，　ZR8－2－／一，　and　wild－typeロ1ice　at　8　weeks（a）but　at　20　weeks　was　impa丘ed　at　concentrations　of
　　　10B　to　10ぷInol几in　IRS2－！」mice　compared　with　the刀¢S－1一みand　wild－type　mice．　At　20　weeks，　relaxation　by　ACh
　　　（1045to　10’7　mo1几）was　signi丘c頭tly　im画red　in　IRS・1－／－mice　compared　with　wild－type　mice（c）．　Endotheh㎜一
　　　輌ndependent　vascular　relaxation　did　not　diflbr　among　IRS－1．／一，　IRS’2．／一，　and　wild－type　mice　at　8　and　20　weeks（b　and
　　　d）．＊P＜0．05；＊＊P＜0．005；＊＊＊P＜0．001，1R8－1．／－and　IRS－2－／－vs　wild－type　mice；P＜0．05；P＜0．005；P＜0．001，1R8－1一ノーvs　1丑S－
　　　2－／－mice．
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Fig．10．　Concentration－response　curves　fbr　ACh－induced　re－
　　　　laxation　of　aortic　strips　obtained　fをom　age－matched
　　　　controls（open　circle）and　GK　diabetic　rats（closed
　　　　circle）．（A）age－matched　con七rols　and　12－week　GK
　　　　diabetic　rats．（B）age－matched　controls　and　36－week
　　　　GK　diabetic　rats．　Ordinate　shows　the　relaxation　of
　　　　aortic　strips　as　a　percentage　of　the　contraction　in－
　　　　duced　　by　　an　　equief丘c七ive　　concentration　　of
　　　　norepinephrine（5×10A～3×10『7　M）．　Each　data－
　　　　poin七represents　the　mean±S，E　of　6～8　experi－
　　　　ments；the　S．E．　is　included　only　when　it　exceeds　the
　　　　dimension　of　the　symbol　used．＊P＜0．05，　diabetic　vs．
　　　　age一皿atched　con七roL
を行った。その結果、12週齢においては、血管内皮機
能の充進が観察されるが、その後36週齢においては、
内皮機能の減弱が観察される様になる（Fig．10）。この
時の、血中パラメーターは、12週齢、36週齢において
ほとんど変化せず（若干の高インスリン血漿、高血1糖）、
若年から既に、インスリン抵抗を生じている。この様な
インスリン抵抗と血管内皮機能の減弱は、先の遺伝子欠
損マウスを用いた実験と一致するが、なぜこの様な、
「ずれ」が生じるのか明らかではない。また、このGK
ラットを用いた実験において、NOの合成酵素である
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Fig．11．　RT－PCR　assay　of七he　expression　ofthe　mRNA　fbr　en－
　　　　dothelial　NO　synthase　in　aortae　f士om　age－matched
　　　　controls　and　12－and　36－week　GK　diabetic　rats．（A）
Expression　of　the　mRNA　fbr　eNOS　assayed　by　RT－
PCR．（B）Immunoblots　showing　protem　expression
of　eNOS（135　kDa）in　aortae　obtained仕om　age－
matched　control　and　36－week　GK　rats．　T1wo　exam－
ples　of　each　are　shown．（c）Quantitative　analysis　of
expression　of　the　mRNA　fbr　eNOS　by　competitive
PCR．　Values　are　each　the　mean：t　S．E．　of　six　deter－
minations（eNOS／GAPDH）．＊P＜0。05，＊＊＊P＜0．001
diabetic　vs．　control．
eNOS発現は12週齢において増加し、36週齢以降も増加
していた（Fig．11）。この事は、　NOS発現の増加とNO
産生や弛緩反応は一致していないことを示す。つまり、
インスリン抵抗や2型糖尿病時に観察される血管内皮機
能の減弱は、NO合成酵素の制御異常が関与している事
を示している（Kobayashi　et　aL，2004）。近年NOSに
おけるNO産生制御における因子として、　caveolin－1，
Akt，　Heart　shock　protein　90など、いくつか報告され
ている。これらの因子が関与している可能性が高く、更
なる詳細を今後行う予定である。
おわりに
　インスリンは、生理的条件下で血糖値を下げるほとん
ど唯一のホルモンである。糖尿病は、インスリンの作用
不足により高血糖をきたす症候群であり、同時に糖尿病
合併症の予防においても、血糖値を低下させることが主
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要である。しかし、この血糖値のコントロールは非常に
難しく、更に、血糖値だけでは、血管合併症を予防する
事は出来ないとされている。この血糖値以外の因子につ
いても、我々を含め多くの研究者が検討を行っている。
中でも、本総説のインスリンによる血管への影響は、他
の因子に比べ作用が強いのではないだろうか。インスリ
ンは、自身が成長因子であると共に、様々な成長因子を
誘導する。特に、血中インスリン値、及びインスリン動
態が正常値ではない状態、つまり糖尿病時において、明
らかに異常が認められた。血管平滑筋細胞においては、
収縮力、α、一受容体の増加、内皮細胞においては、過剰
なNO産生、　NOS発現を生じた。また注意しなくてはな
らないのは、血管を一つの臓器として捉えたとき、イン
スリンによる作用が、平滑筋細胞と内皮細胞でそれぞれ
において相反する作用をし、強い作用がトータルの血管
の作用として現れている事である。このバランスの乱れ
がどの様に血管合併症において作用するのか、未だ明ら
かではないが、この事が最も重要であるのかもしれない。
今後、これらの不明な点を明らかにしていくことで、糖
尿病性血管合併症の発症機序、予防薬の開発が進んでい
く事を期待すると共に、自身も更なる研究を行う予定で
ある。
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Possible　involvement　of　insulin　in　vascular　dysfhnction　of　diabetic　rat　aorta
Tsuneo　KOBAYASHI
Department　of　Physiology　and　Morphology，　Institute　of　Medicinal　Chemistry，　Hoshi　University
　　　Abnormal　vascular　action　of　insulin　may　be　a　key　intermediate　mechanism　that　links　vascular　and　endothelial　dysfUnc－
tion．　We　have　shown　that　in　rats　with　es七ablished　diabetes，　high－insulin　treatment　can　enhance　norepinephrine－induced　con－
tractility．　This　enhancement　probably　results丘om　all　upregulation　of　the　expression　of　the　mRNA　fbr　theα、B－orα1D－
adrenergic　receptor　that　is　secondaly　to　the　hyperinsulinaemia．　The　above　e経bcts　may　be　made　possible　as　a　result　of　the
increase　in　IGF－1　receptors　and　the　decreased　IGFBPs　expressions　that　occur　in　the　aorta　in　long－term　insulin　deficiency．　In
contrast，　those　insulin　treatments　can　normalise　the　impaired　endothelium－dependent　relaxa七ion，　probably　by　inducing　an
overexpression　of　eNOS　and　VEGF．　Fu就hermore，　the　expression　of　the　IGF－1　receptor　was　higher　in　the　aorta　in　insulin－
treated　diabetic　than　in　untreated　diabetes．　This　presumably　increased　the　expression　of　VEGF　mRNA，　and　the　increased
VEGF　presumably　upregulated　eNOS，　thereby　resulting　in　an　amelioration　in　the　endothelial　dysf㎞nction　otherwise　seen　in
diabetic　rats．　The　downside　is　that　such　a　pel加rbation　of　the　activity　in　the　IGF－1！insulin　8ystem　in　diabetes　could　be　a　key
event　in　the　progress　of　arteriosclerosis　and　hypertension　in　syndromes　involving　hyperinsulinemia．　We　compared　the　endothe－
lial　fUnction　among　the　insulin　receptor　substrate（IRS）－1　deficient　mice，　IRS－2　deficient　and　wild－type　mice．　The　results
showed　that　endothelial血nction　was　impaired　in　the　IRS－2　deficient　at　20　weeks　but　not　8　weeks　and　mildly　in　the　IRS－1
deficeint．　At　36　weeks　in　the　Goto－Kakizaki　type　2　diabetic　rats，　the　impaired　endothelial　f㎞nction　is　due　to　reductions　in　NO
production　but　not　in　eNOS　expression．　Thus，　insulin　resistance　plays　an　important　role　in　the　cluste㎡ng　of　vascular　disease
risk　f巨ctors　which　may　accelerate　the　progression　of　atherosclerosis　in　diabetes　mellitus　with　insulin　resistance．　It　is　the　pur－
pose　of　this　a汁icle　to　present　a　synopsis　of　link　between　the　changes　in　vascular　responsiveness　in　diabetes　and　the　insulin　sig－
nal　system．
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